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研究成果の概要： 
 自然環境中の全微生物のうち、人類が培養できるものは 1％程度といわれている。そこで、
残り 99%の微生物の持つ DNA を自然界から直接精製し、これを用いて新規プラスチック分解遺
伝子の取得を行った。得られた新規遺伝子をさらに進化工学によって改変し、機能を強化した。
これを用いてプラスチックの分解（モノマー化）を行い，プラスチックのバイオケミカルサイ
クルへの道を開いた。 
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１．研究開始当初の背景 
プラスチック廃棄物の再資源化技術のうち、
モノマーリサイクルは、一次生産品と全く同
等のプラスチック製品を再生することがで
きる利点がある。特に生分解性プラスチック
は、そのほとんどがポリエステル系であり、
モノマーリサイクルが容易である。しかし廃
棄物は「混合物」であり、一般的な化学分解
ではモノマーも混合物で得られてしまう。こ
れを解決するため、分解に酵素を用い、その
高い基質特異性を利用することにより混合
物の中からでも高純度のモノマーを効率よ
く取り出す新たな処理プロセスを提案した。
特に、生分解性プラスチックは土壌細菌によ
って分解を受けてモノマー化するので、強力
な分解酵素を自然界から得やすいというメ
リットがある。 
近年、メタゲノムスクリーニングと呼ばれる
新たな概念と手法が広まりつつある。古典的
なスクリーニングでは微生物を探すが、この
方法では自然界の 99%を占める培養不可能な
微生物は対象とできない。そこで土壌より直
接 DNA を抽出し、これ（メタゲノム）を大腸
菌に組み込んで発現させ、スクリーニングを
行うこととした。これまでの知見から、自然
界で実際に生分解性プラスチックの分解に
関わる菌の多くは培養不可能なことが明ら
かとなっていた。この方法で、プラスチック
分解酵素遺伝子を直接取得することにより、
培養不可能な分解菌から強力な分解酵素遺
伝子を直接得ることができると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、酵素を用いて、混合物である
プラスチック廃棄物から分別作業を行うこ
と無しに、高純度のモノマーを効率よく取り
出し、リサイクルに用いることを最終目的と
した。具体的な目的を以下に示す。 
(1)メタゲノムスクリーニングによる新規生
分解性プラスチック分解遺伝子の取得 
(2)分解遺伝子の機能強化 
(3)酵素の組み合わせによる混合物からの高
純度モノマーの取得 
(4)スケールアップによる実用化への橋渡し 
 
 
３．研究の方法 
(1)メタゲノムスクリーニング 
 実験対象として、現在商品化されており入
手可能なポリエステル系生分解性プラスチ
ックであるポリ乳酸(PLA)を用いた。また、
コンポスト中では PLAは通常よりも容易に分
解されるという知見から、スクリーニング源
にはコンポストを採用した。 
まず、PLA ディスクを用いたコンポストか
らの PLA 分解菌（分解遺伝子）の集積を試み
た。ディスク状に成形した PLA をコンポスト
へ埋設し、65℃にて 10 日間静置した後、PLA 
ディスクを採取し、その表面に付着した菌の
DNA を直接抽出した。 
 次に、取得した DNA を制限酵素にて限定分
解し、汎用ベクターを用いたメタゲノムライ
ブラリーを構築した。PLA 分解活性のスクリ
ーニングは、PLA エマルジョンを重層した
Luria-Bertani (LB) 寒天培地上で、clear 
zone 形成能を有する株を検出することによ
り行った。 
 
 
 
(2)分解酵素遺伝子の改変と機能強化 
得られた分解遺伝子の内、互いに相同性の
あるものを用いて DNAシャッフリングを行い、
機能強化が見られた変異体を取得した。さら
に、これらに error-prone PCR を用いてラン
ダムに変異を導入し、機能が強化された変異
体をスクリーニングした。機能強化株に選定
に当たっては、ポリエステル分解活性、およ
び熱安定性を指標とした。 
 
(3) プラスチック分解酵素の大量生産 
ジャーファーメンターによる大量培養、お
よび酵素の大量生産を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)メタゲノムスクリーニング 
メタゲノムライブラリー約 40,000株をスク
リーニングした結果、PLA 分解活性を示す株
を 7株取得した。その株が有するプラスミド
をそれぞれ pLA-M4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 と
した。 
 各プラスミドの有する insert DNA の塩基
配列を決定し、BLASTX 検索を行った。その結
果、PLA 分解酵素遺伝子と思われる ORF を見
出し、これらをそれぞれ plaM4, 5, 7, 8, 9, 
10, 11 とした。これらの遺伝子はいずれも
Bacillus 属の lipase 遺伝子と最も高い相同
性を示したが、アミノ酸配列においても 50%
以上の相同性を示す既知遺伝子は見られず、
新規な分解遺伝子であると推定された。 
 これらのうち、plaM4 を発現ベクター導入
し、大量発現および発現タンパク質の精製を
行った。精製 PlaM4 は 70℃において最も高い
エステラーゼ活性を有し、50℃にて 2時間の
インキュベーションを行った後でも、その活
性を 70%保持していた。このことから、PlaM4
は熱安定性の PLA分解酵素であることが明ら
かとなった。 
 これまでにポリ乳酸の分解菌は数多く報
告されているが、分解酵素や遺伝子を特定し
たものは少ない。さらに、メタゲノムスクリ
ーニングで取得した例は本研究が初めてで
あり、この研究分野へのインパクトは大きい。
さらに、スクリーニングに当たって土壌に埋
設したプラスチック表面微生物叢の DNAを用
いることにより、分解遺伝子のヒット率を向
上させた。そこで、得られた遺伝子のみなら
ずスクリーニング方法についても特許出願
した。 
 土壌に埋設され分解中のプラスチック表面から直接DNAを抽出 抽出されたゲノムDNAの集合（メタゲノム） 大腸菌ベクターに組み込み・発現
エマルジョン化したプラスチックを重層した
平板培地で目的クローンの選出
メタゲノムを用いたプラスチック分解酵素スクリーニングのスキーム
(2)分解酵素遺伝子の改変と機能強化 
得られた生分解性プラスチック分解酵素遺
伝子(plaM4)について、遺伝子改変による機
能強化を行った。同時に取得した plaM4 と約
90%の相同性を示すplaM5遺伝子を用いてDNA 
シャッフリングを行った。PLA は高温条件下
では非酵素的に加水分解を起こしやすい高
分子ポリマーであるため、高温条件下で放置
すると PLA は自然に低分子化し、分解性は向
上する。そこで、60℃以上の高温条件下でも
その長期間活性を失わない PlaM4変異体を取
得することを目的とし、熱安定性の向上に重
点を置いて変異体のスクリーニングを行っ
た。 その結果、ライブラリー570 株から、27
株の熱安定性向上候補株が得られた。これら
27 株を培養後超音波破砕により粗酵素液を
得、60℃で 2時間の熱処理後の残存活性を測
定した。control として用いた native PlaM4
の残存活性と比較した結果、その多くに耐熱
性の向上が認められ、特に D7,F2 の 2種の変
異体は全く失活が見られず、きわめて高い熱
安定性を持つことが明らかとなった。 
 また、研究室保存の既存のプラスチック分
解酵素遺伝子についても同様の検討を行っ
た。Paenibacillus amylolyticus TB-13 株由
来ポリ乳酸分解遺伝子(plaA)にランダム変
異を導入したところ、野生型の 30 倍の熱安
定性を持つ変異遺伝子を有する大腸菌クロ
ーン（S2 株）を得た。これをもとに更なる改
変をおこなった結果、S2よりも熱安定性が 3
倍向上した変異タンパク、およびポリ乳酸分
解性が 7倍向上した変異タンパクを得た。こ
れらの変異箇所を解析した結果酵素活性お
よび熱安定性に関与するアミノ酸の位置が
推定された。 
 今回確立された方法は他のプラスチック
分解酵素にも応用可能であり、今後の本分野
の発展に寄与すると考えられる。 
 
(3)プラスチック分解酵素の大量生産 
 ジャーファーメンターによる大量培養、お
よび酵素の大量生産を行った。 
 
(4)新規生分解性プラスチックに対する分解
性の検討 
 近年、これまでの生分解性プラスチックの
欠点を解消するために、従来脂肪族のみで構
成されていたポリマー鎖の一部を芳香族ジ
カルボン酸に置き換えた脂肪族－芳香族ポ
リエステル系生分解性プラスチックが相次
いで開発されている。今後このタイプのプラ
スチックが普及した場合に備え、保有してい
る各種分解菌・酵素・遺伝子を用いて分解性
の検討を行った。その結果、Leptothrix sp. 
TB-71 株が脂肪族-芳香族ポリエステル系生
分解性プラスチックをモノマーまで分解可
能であり、かつ本菌株由来の一つの酵素がそ
れを行うことが明らかになった。また、イソ
フタル酸エステルはテレフタル酸に比較し
て分解性が遅い事が明らかとなった。また、
新たに自然界から分解菌を 2株取得した。こ
れらは脂肪族-芳香族ポリエステル系生分解
性プラスチックを分解したが、分解産物はオ
リゴマーであり、新規な酵素であると考えら
れた。 
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ック分解酵素をコー
○出願状況（計１
名称：生分解性プラスチ
ドする遺伝子の取得方法、それにより得られ
る新規遺伝子および酵素 
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
5－142231 
6 日 
取得状況（計８件） 
分解菌 
権利者：筑波大学 
種類：特許権 
番号：特願 200
出願年月日：2005 年 5 月 1
国内外の別：国内 
 
 
○
名称：新規プラスチック
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 4214372 
1 月 28 日 
称：新規ウレタン結合分解菌 
取得年月日：2009 年
国内外の別：国内 
 
名
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 226701 
12 月 23 日 
称：エステル結合含有プラスチック分解微
取得年月日：2008 年
国内外の別：国外（インド） 
 
名
生物、プラスチック分解酵素および該酵素を
コードするポリヌクレオチド 
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
7646 
7 月 16 日 
称：新規ウレタン結合分解菌 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 411
取得年月日：2008 年
国内外の別：国内 
 
名
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 4062520 
3 月 19 日 
称：新規ウレタン結合分解菌 
取得年月日：2008 年
国内外の別：国内 
 
名
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 ZL200480001867.3 
国） 
称：新規ポリエステル系プラスチック分解
島敏明
取得年月日：2007 年 9 月 19 日 
国内外の別：国外（中華人民共和
 
名
酵素およびその酵素をコードするポリヌク
レオチド 
発明者：中 、茂野ゆき枝 
4616 
10 月 3 日 
称：新規ポリエステル系プラスチック分解
者：中島敏明
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 398
取得年月日：2007 年
国内外の別：国内 
 
名
菌 
発明 、茂野ゆき枝 
4615 
10 月 3 日 
称：新規ウレタナーゼ 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 398
取得年月日：2007 年
国内外の別：国内 
 
名
発明者：中島敏明、茂野ゆき枝 
9080 
3 月 28 日 
権利者：科学技術振興機構 
種類：特許権 
番号：特許 389
取得年月日：2007 年
国内外の別：国内 
 
 
〔その他〕 
等 
a.cc.tsukuba.ac.jp/~tos
．研究組織 
AJIMA-KAMBE TOSHIAKI） 
者番号：８０２４１７７７ 
)研究分担者 
 (3)連携研究者 
ホームページ
http://www.sakur
hi/pages/ 
 
 
６
(1)研究代表者 
中島 敏明（NAK
筑波大学・大学院生命環境科学研究科・准教
授 
研究
 
(2
なし 
 
なし 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
